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  摘 要 
神 经 元 凋 亡 是 人 类 免 疫 缺 陷 病 毒 相 关 神 经 认 知 紊 乱 (Human 
Immunodeficiency Virus-Associated Neurocognitive Disorder, HAND)的主要病理特
征。神经元凋亡与 HIV-1 Tat 蛋白（简称 Tat）有关，但具体机制尚不十分清楚。
最近的研究表明：Tat 的反式激活需要多发性内分泌肿瘤Ⅰ型（MEN1）肿瘤抑制
蛋白 menin 参与，提示 menin 可能参与到 Tat 诱导的神经元损伤中。本研究从细
胞实验、SIV 感染恒河猴动物模型两个层面，使用 Western blot、TUNEL 染色、
qRT-PCR、免疫组化二重染色等实验方法，深入探究 menin 是否可以介导 Tat 诱
导的神经元凋亡？细胞学实验发现：在 pRK5M-tat-flag 转染人源神经母瘤细胞系
SY5Y 及重组 Tat 蛋白处理小鼠胚胎神经元中，Tat 能够诱导神经元凋亡和上调
menin 的表达。再者，menin 过表达结果显示，其可以诱导 SY5Y 细胞凋亡。我
们进一步实验结果表明，细胞转染沉默 menin 的表达可以逆转 SY5Y 细胞中 Tat
诱导的 cleaved-caspase 3 以及 cleaved-caspase 8 的激活。此外，我们发现在 SIV
感染恒河猴大脑额叶皮质神经元中 menin 表达增加，且 menin 阳性细胞数量与
cleaved-caspase 3 阳性细胞数量呈正相关，与 NeuN 阳性细胞数量呈负相关。我
们的结果揭示了 menin 介导了 Tat 诱导的神经元凋亡。因此，靶向阻断 menin 可



















  II 
Abstract 
Neuronal apoptosis is the main pathological feature in human immunodeficiency 
virus (HIV)-associated neurocognitive disorder (HAND). Neuronal apoptosis is 
associated with HIV-1 transactivator of transcription (Tat) protein, but the mechanism 
of apoptosis remains poorly unclear. Recent studies suggested that the transactivation 
of HIV-1 Tat required multiple endocrine neoplasia type 1 (MEN1) tumor suppressor 
protein menin, suggesting that menin may be involved in Tat-induced neuronal 
damage. Here, we used western blot, TUNEL, qRT-PCR, double 
immunohistochemical staining and other experimental methods to determine the 
detailed role of menin in mediating HIV-1 Tat-induced neuronal apoptosis, using a 
combination of multiple models systems including cell-based research and SIV 
infected macaque model. Cell-based research found that Tat could induced neuronal 
apoptosis and up-regulation menin in pRK5M-tat-flag-transfected SY5Y cells and 
recombinant Tat-treated mouse embryonic neurons. Moreover, overexpression of 
menin showed that it can induce SY5Y cell apoptosis. Further studies showed that 
knockdown of menin by pll3.7-MEN1-shRNA attenuated the Tat-induced cleavage of 
caspase-3 and caspase-8 in SY5Y cells. In addition, we found that menin expression 
was increased in the neurons of the frontal cortex with SIV-infected macaques, more 
importantly, the number of menin-staining cells was positively correlated with cells 
shown caspase-3 activation while it was negatively correlated with NeuN-positive 
cells. Together, our results revealed that menin mediated Tat-induced neuronal 
apoptosis, and indicating that targeting menin may be potential to block Tat-induced 
neuronal apoptosis. Our study provides a new and effective molecular target for the 
treatment of HAND. 
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Human Immunodeficiency Virus type- 
1 
人类免疫缺陷病毒-1    
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Acquired Immune Deficiency 
Syndrome 
获得性免疫缺陷综合症 





MND Mild Neurocognitive Disorder 轻度认知障碍 
HAD HIV-Associated Dementia HIV 相关性痴呆 
NMDAR N-Methyl-D-aspartic Acid Receptor N-甲基-D-天冬氨酸受体 
MHC Major Histocompatibility Complex 主要组织相容性抗原 
CCR5 C-C chemokine Receptor type 5 共受体 C-C 趋化因子受体 5 
VCAM-1 Vascular Cell-Adhesion Molecule-1 血管细胞粘附分子 
TAR Transactivator Response Element 反式激活因子反应元件 
SHIV 
Simian and Human Immunodeficiency 
Virus  
猴/人类免疫缺陷病毒 
TNF-α Tumor Necrosis Factor-α 肿瘤坏死因子-α 
GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein 胶质纤维酸性蛋白 
Tat Transactivator of transcription 反式激活因子 
MEN1 Multiple endocrine neoplasia type 1 多发性内分泌瘤类型 1 
BBB blood brain-barrier 血脑屏障 
NMDAR N-methyl-D-aspartic acid receptor 
N-甲基-D-天冬氨酸受体 

















1.1 HIV 及 HAND 
人类免疫缺陷病毒 1 型(human immunodeficiency virus type 1, HIV-1)是一种
逆转录病毒，在感染人体后会造成大量 T 细胞凋亡，从而抑制免疫反应，使机体
丧失免疫力，最终导致获得性免疫缺陷综合症（Acquired Immune Deficiency 
Syndrome，AIDS），即艾滋病[1-3]。HIV-1 仅编码 15 种蛋白[4]，因此必须借助宿
主细胞蛋白才能进行成功的感染。HIV-1 编码的结构蛋白包括 Gag、Pol 以及 Env。
Gag 水解形成四种蛋白 MA、CA、NC 和 p6；Pol 水解形成三种蛋白 PR、RT、
IN；Env 水解形成两种蛋白 SU 和 TM。HIV-1 编码两个基因调控蛋白 Tat 和 Rev
以及四个辅助蛋白 Vif、Vpr、Nef 和 Vpu[5]。HIV-1 编码蛋白能够调控 T 细胞凋
亡，包括 Tat、Nef、Vpu[6]。 
艾滋病自从 1981 年首次被定义为一类独立的临床疾病开始已迅速发展为一
种全球性传染病[7]。世界卫生组织（World Health Organization, WHO）和联合国
艾滋病规划署（The Joint United Nations Programme on HIV/AIDS, UNAIDS）于
2015 年的统计报告中显示：目前全球存活的艾滋病患者和其携带者已达到 3670
万，新增艾滋病感染者达 210 万，全年死亡数达 110 万。95%以上的艾滋病患者
及其感染者分布在不发达的国家和地区。而在亚洲地区，印度是 HIV 感染最严
重国家，然后就是中国。在中国的 31 个省市自治区中都发现有 HIV 感染者。据
UNAIDS 统计报告显示，截至 2011 年，在中国的 HIV 患者人数达 78 万，包括
了 15.4 万的 HIV 感染患者、2.8 万 HIV 死亡病例以及 4.8 万新增 HIV 感染者。
截至 2015 年 10 月底，全国报告存活的艾滋病病毒感染者和艾滋病病人约占总人




其它部位。HIV 还能通过血液循环快速穿过人体血脑屏障（blood brain barrier, 

































(图片来源：Daniel Elbirt MD, et al, (2015) IMAJ) 
图1.1: HAND的分类 

















active antiretroviral therapy, HAART)，这种治疗方法能显著降低病人的死亡率，
可以将患者的寿命显著延长。尽管如此，对于 HAND 的控制仍然没有达到预期
中的效果，据统计，大约有 40%的 HIV 阳性病人伴有相关的神经系统疾病[12-15]。
随着 HAART 的开展，艾滋病的发病进程得到了有效控制，HAD 病人数量显著





对于 HIV 载量有效控制的病人，其患 HAND 疾病的风险仍很高，提示 HIV
感染不是引起 HAND 的直接因素。HAND 疾病的发生可能与多种因子相关，包
括随着年龄变大 CNS 更加容易受损，病毒毒性蛋白的释放，在大脑巨噬细胞中
HIV 持续复制、激活的单核细胞、机体免疫激活、滥用药物以及 HAART 对于中
枢神经系统长期的毒性作用等等[18, 19]。也有学者报道：HIV 脑炎以及 HIV 持续的
复制是 HAND 疾病发展最重要的原因。 
1.2 HAND 发病机制研究进展 
作为由 HIV 感染所引起的长期持续的疾病状态，HAND 已经严重影响了患
者的生活质量，甚至患者的生命都受到了威胁。有报道指出：基底神经节、大脑
皮质以及海马区域神经元凋亡是 HAND 的基本病理改变之一，且神经元损伤的
病理机制和 HIV 反式激活蛋白 Tat 有关[20, 21]。尽管 Tat 蛋白具有如此重要的作
用，但是其损伤神经元的具体机制尚不十分清楚，需要我们进行更深入的研究。 
1.2.1 Tat 结构和功能 
Tat 是 HIV-1 的结构基因 Tat 编码的反式转录激活因子。HIV-1 种类不同，
其 Tat 分子大小也有差别，从 86 到 101 个氨基酸不等。Tat 由两个外显子编码，
第一个外显子编码 1～72 氨基酸，第二个外显子编码 72 位以后的氨基酸。Tat 包
括 6 个结构区：N 末端激活区（第 1～21 个氨基酸）、半胱氨酸富集区（第 22～















59 个氨基酸）、谷氨酰胺富集区（第 60～72 个氨基酸）、C 末端区（第 73～86 
/101 氨基酸）。1～48 位氨基酸是 Tat 激活长末端重复序列（long terminal repeat，
LTR）所必需的最小结构域。49～72 位氨基酸包含 RKKRRQRRR 序列，该序列
与 HIV RNA 的反式激活应答元件（transactivation response，TAR）结合，促进全
长病毒基因组的转录；该区域含有核定位序列（nuclear localization signal，NLS），
有核转位功能；该区与 Tat 进入细胞密切相关（图 1-2）[22]。 
 
(图片来源：Yana R. Musinova et al, (2016) Cellular and Molecular Life Sciences) 
图1-2: Tat的结构 
Figure 1-2: The structure of Tat 
1.2.2 Tat 和胶质细胞 







缩性脊髓侧索硬化症、中风以及 HAND[25-27]。在 HAND 疾病发展进程中，小胶质

















变，如 TNF-α 和 β 细胞因子的产生[29]。最近，富含亮氨酸激酶 2 被鉴定为一种
潜在的药物靶点，可以用来作为小胶质细胞激活的抑制剂[30]。蛋白酪氨酸磷酸化
酶（PTP）CD45 是另一种有潜力的分子，因为其是细胞内促炎信号调节蛋白的




质细胞激活，同时也能够减弱 Tat 诱导的 NF-κB 和 TNF-α 信号通路激活[29, 33]。
令人感兴趣的是，Tat 蛋白亚型 C 也能够通过一种 miR-32 依赖性方式调节肿瘤
坏死因子受体相关因子 3TRAF3 的水平，从而改变下游 IRF3 和 IRF7 表达[34]。








MCP-1 表达量增加的主要贡献者[38, 39]。多种研究已经证实 Tat 蛋白能够诱导星形
胶质细胞中几种基因的表达，例如通过上调（PDGF)-B 调节 MCP-1 表达[40, 41]。
Tat 能够通过在启动子区特异性的血清应答序列作用，激活 EGR-1 启动子，从而
起始 Tat 诱导的星形胶质细胞功能紊乱和随后的 Tat 神经毒性[42]。此外，Tat 还
能够影响 MCP-1、AKT 以及 Erk1/2 信号通路蛋白。有报道揭示了 Tat 能够通过
NFAT/AP-1 依赖性机制从而诱导 COX-2 和 PGE2 合成[43]。另外，研究人员报道
证实了：Tat 的富含半胱氨酸区域在调节 wnt/β-catenin 信号通路过程中具有重要
作用，wnt/β-cantenin 信号通路被沉默后，能够导致固有的 HIV-1 转录抑制机制
中的其中一个被废止[44, 45]。 
















附分子-1（ICAM-1）相关[46, 47]。此外，Tat 处理能够导致 TLR2 的显著增加以及
TLR9 表达的显著减少，造成的这种变化通常和 NO 的增加有关[48]。令人感兴趣




此外，也有 Tat 激活星形胶质细胞凋亡程序的报道。有数据显示：p53 家族
蛋白可以抑制 P/CAF 乙酰化 Tat，而 P/CAF 和 Tat 的相互作用是 HIV-1 LTR 启
动子激活所必须的[49, 50]。再者，Tat 能够通过和 P53 蛋白相互作用造成细胞周期
紊乱。细胞外的 Tat 能够快速的被神经元和星形胶质细胞内化，这个过程可能抑
制 P53 的泛素化，从而使得 P53 产生积累。并且，在没有痴呆的 AIDS 患者组的
小胶质细胞和星形胶质细胞的胞核中发现 p53 产生积累，然而，在 HAD 患者中
不仅小胶质细胞和星形胶质细胞的胞核中发现 p53 产生积累，在神经元中也出现
p53 的累积[49, 50]。Tat 通过和 p53 蛋白相互作用，从而发挥这些作用。尽管 Tat 可
能和 p53 存在相互作用，但是并不能直接激活 p53。在 HIV-1 感染的神经元中，
Tat 是通过直接还是间接激活 p53 从而引起凋亡的机制仍然不清楚。但是，其可
能性之一为：HIV-1 像其它的病毒一样，可能通过激活 p53 激活未感染的小胶质
细胞表达炎症因子和导致神经元损伤。在缺失 p73 情况下，尽管 DNA 受到损伤，
但是 p53 却不能诱导细胞凋亡[50]，解释了 p73 对于 p53 诱导的细胞凋亡具有至关
重要的作用。再者，p73 是 p53 肿瘤抑制活性中一个重要的组成部分。有学者使
用星形胶质细胞瘤细胞系，证实了 Tat 能够和 p73 相互结合，并且诱导其蛋白水
平增加[49, 50]。 
1.2.3 Tat 和神经元损伤 
与小胶质细胞和星形胶质细胞不同，神经元不会被 HIV-1 所感染，然而神经
元却承受着“严峻的压力”，如病毒蛋白、促炎症细胞因子、受损的血脑屏障以
























造成神经退行性疾病。Tat 诱导的神经毒性和 D1 多巴胺受体表达水平和功能呈
现负性相关。高水平的 D1 和低水平的细胞凋亡相关， Tat 阻断 D1 的功能能够





于 NMDAR 的表达水平。同时，NMDAR 中不同的亚基能够影响 Tat 的功能。例
如，大鼠的海马神经元似乎不易受到 Tat 的影响，尽管它们具有高表达的NMDAR，
这可能和 NR2A 亚基水平低相关[53]。再者，在已经分化的人类原代神经元中，Tat
能够促进 NR2R 亚基上的 Tyr1184、1325 以及 Tyr1425 磷酸化[8]。 
除了细胞表面受体介导的信号途径，Tat 也能以 calveolar 和脂伐依赖性的方
式进入细胞。Tat 蛋白的这种转导性质能够广泛的用于携带大分子蛋白物质进入
细胞中[54]。此外，Tat 能够上调 P-gp 基因的表达以及启动子活性。抑制 Rho 信号
通路能够有效地阻止 P-gp 的过量表达。通过甲基化-β-环糊精处理，去除膜上胆
固醇后，可以使得脂伐受到破坏，废除 Tat 介导的 RhoA 的激活和 P-gp 的上调
[55]。这个研究结果表明了完整的脂伐和 RhoA 信号通路在 Tat 调节的 P-gp 上调
中具有至关重要的作用。尽管这个机制仍未应用到神经元中，但是至少在内皮细
胞中具有这样的调控。类似的研究也证实了Tat通过大量的受体介导的信号通路，
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